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三 种 鳞 怒 目 幼虫 肠 道 蛋白 水 解 酶 的 活性 


E 成 PËR 


CRAPPER AJET, ac ak) 


摘要 ”木工 作 以 酷 蛋 白 为 宾 物 ,测定 粘 虫 Myrhimne separata Walker, Heh Heliothis armigera 
Hubner AAG Galleria mefloniia Linnaeus 三 种 鳞 起 上 日 幼虫 肠 道 蛋白 水 解 酶 的 活性 ， 并 分 别 用 
BTEE 4] TAME XRH WE TREPAR ARAR ERE HRR E RAH: 三 种 幼虫 肠 道 都 
SASRRILEORM RRB. Ml TPCK WLS i RA RAB Oot, MRNA a t 
301 SA T By HOS eB TB 

关键 词 #5 ch 棉铃 虫 AEB A! EAK Ni MESET, a a Bg 类 胰 蛋 白 酶 


BB R gh oe As eB Zk Be A OR FHS BH Bacillus thuringien- 
sis Berliner AEAT RA MUR OREAHAMMRARR MARES Re 
内 的 水 解 与 蛋白 酶 的 活性 密切 相关 (Lecadet 等 , 1966a、b; Murphy, 1973; Lilley 等 ， 
1980: 做 序 佳 和 雷 群 孝 ，19867)。 我 们 过 去 一 系列 的 研究 结果 已 经 证 实 了 粘 虫 Mythimna 
separata Walker 肠 道 蛋 白水 解 酶 在 苏 寺 金村 闭 肯 尼 亚 变种 “7404” 晶 体 致 病 中 的 作用 ， 
初步 提纯 的 粘 虫 蛋白 水 解 酶 在 一 定 的 条 件 下 可 以 水 解 纯化 后 的 晶体 ; 同时 将 几 种 昆虫 肠 
道 蛋 白 酶 对 苏 基金 杆菌 晶体 的 水 解 作 用 速度 进行 了 比较 ( 阔 楼 云 等 ,19813; 阔 楼 云 和 白 成 ， 
1982)o。 白 成 和 沙 楼 云 (1989) 对 粘 虫 幼虫 蛋白 水 解 酶 的 一 些 生 化 特性 进行 了 研究 。 

ARH BR Heliothis armigera Hubner FU ASME Gailleria mellonella Linnaeus 是 
三 种 危害 性 严重 的 害虫 。 为 了 采取 更 好 的 防治 措施 ， 应 该 深入 了 解 清 楚 幼 虫 肠 道 酶 类 组 
成 和 人 含量。 一些 研究 者 先后 对 大 菜 粉 蝶 Pieris brassicae L., 32 Bombyx mori L., tf 
hfe Vespa L.. SEM Aedes aegypti L. SR AMR OAR, Ae “ARR 
TLR AMMAR ARS” DME AAT TOR. AN RO KERN AKA eS 
(Hummel, 1959; Scollelimann 等 ,1962; Ahmad 22,1976; Eguchi 4,1976;Grogan 等 ， 
1977; Kunz, 1978), (ABSA LS R E, HESE RA gS BL A AS EE 
酶 活性 的 测定 报道 。 

本 文 作者 使 用 上 述 三 种 鲜 杷 目 幼 虫 的 4 ee, DHEA SH MARNIE, Wl 
E TERARI, HHAH TPCK 和 大 豆 胰 和 捍 白 临 抑 制剂 分 别 测 定 了 对 类 和 胰 凝 乳 蛋白 
旺 和 类 胰 和 蛋白酶 活性 的 搬 制 效应 。 作 者 试 钠 从 每 种 是 里 肠 道 蛋白 酶 活性 的 不 同 ， 说 有 明 它 
们 对 苏 蔚 金 杆菌 蝇 体 内 毒 崇 敏感 性 的 差异 。 





本 文 于 1988 年 3 月 收 到 。 
* 本 研究 是 中 国 科 学 院 共 人 金 项 目 。 
中 国 科学 院 动物 研究 所 冯 喜 昌 解 亨 棉铃 虫 , 张 书 方 和 澳 明 江 供 给 蜡 蜡 和 粘 虫 ; 在 此 一 并 致谢 。 
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材料 和 方法 

一 、 实 验 材 料 

1. GEIR Be 

C1) Hki BERL Be Be sh BERT ES A 28°C FAzo 

(2) #49 5a AR oo 9 Bl A BS A a ES AY 28%C 下 饲养 。 

2. 试剂 

(1) N- 葵 甲 酰 -L- 酷 氨 酸 乙 栈 (BTEE), P-P% -L-ART (TAME) 和 
L- FAR RR 2-H (TPCK) 为 Sigma 公司 产品 。 | 

(2) BES BWA Boehringer Mannheim GmbH 产品 。 

二 、 方 法 

L 样品 的 制备 

(1)》 粘 虫 返 王 液 的 离心 上 清 液 轻 压 5 龄 早期 粘 虫 幼虫 腹部 ， 将 口中 吐出 的 肠 溢 次 
和 集 在 预 冷 的 容器 中 ,然后 以 10000 转 / 分 离心 30 分 钟 去 沉淀 ,上 清流 作为 酶 原 ， 在 一 20C 
冰箱 中 保存 备用 。 

(2) 棉铃 虫 中 跌 匀 奖 移 的 离心 上 清 补 和 沉淀 ， 解 剖 5 龄 稀 铃 虫 幼 虫 ， 摘 取 和 收集 中 
肠 ( 包 括 肠 内 含 物 ), 然 后 加 入 pH 4.4 0.1 mol/L 柠檬 酸 缓 冲 波 少许 ， 用 预 冷 的 玻璃 勾 桨 
Ze DR 10 分 钟 ,再 加 入 同 桩 的 柠檬 酸 缓 冲 液 , 体 积 比 为 1:20, 静 置 15 分 钟 ,在 49°C 
以 30000 转 /分 离心 1 小 时 。 离心 后 上 清 被 部 分 用 蔗糖 反 透 析 浓 缩 至 原 体 积 的 1/4， 在 
4C 下 用 pH8.0 的 0.05 mol/L Tris-HCl BBE, RAD, 沉淀 部 分 用 同样 的 
Tris-HCl BMRB, AREA 1:5, 离心 后 浓缩 的 上 清流 和 悬浮 的 沉淀 作为 入 原 ， 分 
别 在 一 20%C 下 保存 备用 。 i 

(3) 大 蜡 螟 幼虫 中 肠 义 浆 物 MES RAERD EREHE, MADE pH 8.0 的 
0.05 mol/L Tris-HCl 缓冲 液 ， 用 玻璃 句 桨 器 句 浆 后 ， 再 加 入 同样 的 缓冲 被 ， 体 积 比 为 
1:5, 勾 浆 物 作为 酶 原 在 一 20%C 下 保存 备用 。 

2. 蛋白 质 浓 度 测 定 ” 采 用 Lowry 等 (1951) 的 方法 ,以 酷 蛋 和 白 为 标准 蛋白 。 

3. 蛋白 水 解 酶 活性 的 测定 ”具体 测定 步骤 同 前 ( 沙 楼 云 等 ，1981)。 ERR ARE 
作为 酶 的 活性 指标 。 反 应 底 物 是 酪 蛋白 。 

4. 类 胰 凝 乳 蛋 白 酶 活性 的 测定 ”主要 按照 Grogan 等 《19777 的 方法 进行 ,用 胰 凝 乳 
蛋白 酶 作为 参考 。 

5. 类 胰 蛋 百 酶 活性 的 测定 ”按照 Grogan 等 (1977) 的 方法 ,有 部 分 修改 ,测定 用 的 
缓冲 液 中 含有 30 mmol/L CaCl, KAREE 15 分 钟 。 人 参考 大 豆 胰 蛋白 酶 的 反应 曲线 。 

6.TPCK 以 及 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 对 类 胰 凝 乳 蛋 白 酶 和 类 胰 和 蛋白 北 活性 的 影响 把 0.1 
ol 酶 流 与 等 量 抑 制剂 液 混合 ,再 加 入 缓冲 液 , 混 匀 后 于 37°C RRM 10 分 钟 ,之 后 接 人 
底 物 反应 ,再 测定 反应 产物 的 光 密 度 值 ,经 计算 作 图 比较 。 


结 Fe 
1. 蛋白 水 解 酶 活性 
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一 





用 三 种 幼虫 的 4 个 蛋白 水 解 酶 样品 来 测定 蛋白 质 合 量 和 蛋白 水 解 酶 的 活性 。 表 1 列 
Hh GRRE ERR PDR LARA a RK 
HARHA E AKE 0S Bll Se 196,54,109 和 74《 酶 单位 /毫克 蛋白 )。 可 见 ， 
FR FAB SE he RE aes ll Fa PA TE ES Oh He TRE BRL A (109》 
高 于 浓缩 的 离心 上 清流 (54), RRMA Roh AAAS a $e BA Kea 

Rl 三 种 幼虫 4 个 制品 肠 道 蛋白 含量 和 收 白 水 艇 栈 的 活性 


HZ 白水 E Ñ 














Eo ih (Bales | Mee ”化 活力 ( 酶 单位 / 
毫克 /毫升 ) on ， i Li ee: 
LERE | ER 。 |( 酶 单位 /毫升 )| MRED) 
JG AGB it FR By AK 46.0 0,308 x75 9000 196 
WS hoy RB Bo Ee | 11.4 0.105 x15 620 54 
棉铃 虫 中 肠 匀 浆 物 离心 沉淀 | 57.0 0.220 x75 6250 109 
ABMt BORA 22.6 0.070 | x50 1666 74 
2. 6 ELE AR BE 


以 TAME 或 者 BTEE (FARR MEH, 分 别 与 4 个 幼虫 酶 样品 反应 ， 可 以 间接 疯 
HA RRABARMARE ARBRE MBH EMA 2 所 示 ， 上 述 4 个 酶 样品 都 含有 这 
两 种 酶 ,相对 比 活力 大 小 顺序 与 表 1 所 列 的 蛋白 水 解 酶 的 比 活力 顺序 是 一 致 的 。 


100 100 


f= 


相对 O.D. Mn 6%) 
相对 O.D. ini 6%)" 





10 20 
Wt 
图 1 TPCK AREF E NIE He BA 图 2 AT a I iH ENS 
A. Bi SB BERD LCR 250 入) A. 粘 虫 返 吐 液 离心 上 清 该 (稀释 200 (2) 
B. 棉铃 虫 中 肠 匀 浆 物 离心 上 消 补 (稀释 10 信 ) B. 棉铃 贝 中 肠 匀 效 物 离 心 上 清 六 (稀释 20 8) 
C. FREER i By 59 RM GREE 100 倍 ) C. MARERA LTTE FOE 100 信 ) 


D. KRH DR CHE 50 倍 》 D. AERTS RC H 20 15) 
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$2 三 种 幼虫 4 个 制品 肠 道 类 胰 凝 乳 蛋白 莓 和 类 胰 蛋 白 酶 的 活性 * 



































ABEL 2M EAB 

样 品 wise | 比 活力 mist | 比 活力 

ZE) RE 上 酶 单位 /| ( 酶 单位 /| SE) BE Gagnan) 

. 度 值 | 倍数 am ERRA) BE) 倍数 | 毫升 ) lee) 
粘 虫 返 吐 液 离心 上 清流 0-300 | x250 | 4800 104 |0.093 | x200 | 4100 89 
棉铃 点 中 肠 匀 效 物 离心 上 清 访 0.414 | X10 | 256 23 | 0.013 | x50 150 13 
HAPS ch E BE 0.481 | x100 | 3200 56 | 0.078 | x200 | 3000 53 
FS HL IE 0.150 | x100 | 1040 46 | 0.036 | x100 600 27 





* SSRRER RA RAB RECBEEMRA TH A AR E Eo 


3. TPCK 对 类 胰 凝 乳 蛋 白 酶 活性 的 抑制 作用 

从 图 1 显示 可 分 四 个 酶 样品 中 的 类 胰 凝 乳 蛋 白 酶 的 活性 可 以 被 适量 的 TPCK i 
Bi FN a Fel AAS E HEIR TE, ERKEK Ro AIR h Re ee PE 
h TERAS bE a RT SER, OT REE AT Ra KD AT BLO 

4. Pome BUS SRS Ae BO a A 

(EAR a} Fh SS Ma HE, ME 2 结果 来 着 抑制 作用 非常 显著 。 即 
使 采用 低 剂量 的 抑制 剂 , 如 5 ee, DELS BN. MARAT A AM 
制 大 蜡 晨 中 肠 句 桨 物 的 酶 活性 , 则 对 实验 有 所 千 扰 。 

讨 论 

昆虫 幼虫 肠 道 蛋白 酶 类 的 组 成 和 含量 ,与 昆虫 本 身 和 取 食 食物 种 类 密切 相关 。 
Lecadet 等 (1966a、b) 认为 大 菜 粉 蝶 幼 虫 至 少 有 两 种 蛋白 酶 ,它们 的 性 质 类 似 于 胰 凝 乳 
蛋白 酶 和 胰 蛋 白梅 。 本 研究 结果 肯定 了 粘 虫 、 棉 铃 虫 和 大 蜡 旦 幼虫 肠 道 都 含有 类 胰 凝 乳 
RARR RAAM. 通过 TPCK 和 胰 酶 抑制 州 分 别 对 这 两 种 酶 的 抑制 实验 ， 证 明 它 
TRA RALE AETR EH ER Eo 

在 一 些 昆虫 幼虫 肠 道中 ， 大 分 子 的 苏 芸 金 杆菌 晶 体 蛋 白质 前 毒素 被 蛋白 水 解 酶 水 解 
后 ,释放 出 来 蛋白 多 肽 毒素 。 一 些 毒素 进 人 肠 壁 ,使 幼虫 染病 或 死亡 。 粘 虫 和 棉铃 虫 对 许 
多 变种 的 苏 靶 金 杆菌 晶体 毒素 比 大 蜡 晨 敏感 ,本 实验 测 知 它们 吻 道 蛋白 水 解 酶 的 比 活力 ， 
前 二 者 的 比 活力 比 后 者 高 。 进 一 步 推 论 ,可 以 认为 肠 道 蛋 白 酶 的 含量 越 多 ， 比 活力 越 高 ， 
那么 在 单位 时 间 内 消化 摄 人 的 苏 靶 金 杆菌 晶体 的 速度 越 快 ， 释 放出 来 的 品 体 和 蛋白 毒素 使 
幼虫 致 病 的 时 间 缩 短 。 这 种 结果 可 以 用 来 病 明 这 三 种 幼虫 种 间 对 蛋白 毒素 耐 受 性 的 差 
FF o 
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ACTIVITIES OF DIGESTIVE PROTEASES OF THREE SPECIES 
OF LEPIDOPTEROUS LARVAE 


Bar CHENG Sua CHA-YUN 


(dnstuiutc of Zoology, Academia Sinica, Beijing) 


The activities of digestive proteases of larvae of Mythimna separata, Heliothis armigera and 
Galleria mellonella were determined by using casein as the substrate. The activities of chymo- 
trypsin-like and irypsin-like enzymes were also determine. with their specific substrates. The 
results showed that all the preparations from the larval intestines contained chymotrypsin-like 
and trypsin-like enzymes. The inhibitory actions of TPCK on the chymotrypsin-like enzyme 
and trypsin-inhibitor on the trypsin-like enzyme were also studied 

Key words Mythimna separata 











-Heliothis armigera Galleria mellonella 





protease chymotrypsin—— trypsin 


